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pbäîmë�Ûa Proteins 

pbäîmë�Ûa : ����� ��	 ��
�� �
� ��
 ����� ������ ������
� ������ �� ����� ��
 ����
�� ������ ����� � !��" � �� ��"
 �� ��
���
 #������ �$%�

 �������� ���
 �� &�� ���')Peptide bond .( 
+���� �� �����, ����� �� O , N , H , C�",
 -��� ./� 0�', ����� �1�2 �
�

Cu , P , Fe , S .3
���� ����� �������� �1���
, ��� ��)106 - 104(�
��� .

���� �
��� �4�, +/��� �� �����5.���
����)α-COOH (.
 � ����� � !��"6�

�4�, 7�5
���,)α-NH2(���/�� ���� � !��"6� .

�� �� �����
���� ����� ��� ������ ����� &�6� �1��
�"�� �
���
 �����
����
 ����� �� �������� �2 �����
���� 7���
 ���
������)NO3-H2O-CO2(5������� SO4

–��4�
2 PO40�', ���6��
 ��
��� #������ ��6�� ��� .
@pbäîmë�Ûa@ÑöbÃëIð‹ÄäÛa@ñ†bß@¶g@òÏbšg@ô‹‚c@Š†b—ß@åß@ÙmbßìÜÈß@Œ%ÇH@ @

1.9'������4"�� .2.������� ����� .
3.�6:�� �����
�� .4.���
��
�.
5.����2 .��
�.6.����' �����
��.
7.��6$�� �����
��.8.
 ;�
�� � �<��� �����pH.
9.�:��6� ��� .

@ @

Û@òîöbí%îÐÛa@pbÐ—Ûa@pbäîmë�Ü@ @
1(�2 ����=>���� ���
=�� �6�6:
�/�?� �2 ����= ��	
 .
"��� �2 .
2(�� 9�'���� ���
���� #���� @�" ����� ;
�	 .
6"� .�A� ������� �16���"� �
��

 �
��� �� :

Peptide bond

-H2OH2N CH
R1

CO OH H N CH
R2

COOH+ H2N CH
R1

C N
O H

CH
R2

COOH
H

��������� 	
���
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B.�%�A��� 9
��
� � ������� 3C�, .
#..
"���
 �
���?� ./� ��
�� ����=� .
�� .6� �/C/ ./� �����" �4A�� �
�D�6'�� !��"
�
 .
.�����1��� .�%��� ��$� �� .

3(���%� +A�
� 7� �16��4� �� ���' ��
�, ��%� .

òîäîßþa@+b¼üa Amino acid 
.���
���� ��
��� &6� ;
�"� ��
�� ������ �� �����Carboxylic group 

)-COOH (���, ��
���
Amino group)-NH2(� �=1�
 �4�� 7:
��� �2 ��� !��
"
 �4�� E
� �� �����,)α.(

•E
� �� �
��� �"�� 9���� .��
� �2 �
�
��� ����� � !��" � #6	,)L.(
•��6/���� ���	 �
����� ��= D6��� ����� � !��" � 7���asymmetrical)��=

�46�'� 7����� �%���� .��� �
���� (����C��� ���� .
•�����, �����, !��", D��� ��� .'� F��
�� ����?� 9�� 7����� ?F#��� D�=� 

./� >�=<�� �2 ���2
�)����C��–���
�/� –���
��/ –��2
���� –���?� .��2 (... 
•����� � !��" � 7���)����C��� ���� (#�$����� >
��� ��
� &6� ��6��$�� �1�

 -����� ���%2 �1�
� ������ 
, ������ 
"�)Optical reactive (
•������ .�A� ���%���� ���
�
����� .��
��� 
, 9���� .'� ����� � !��" � ��
��

 �����/ ���
�, ;, #�$��)Dipolar .( 

R C
NH2

COOH
H

R C
NH3

COO
H

L- amino acid 

α
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w.H
����� ������ ��� �� 	������� ������� ������ ��� �������������� ����
��� �����  �.
��� ������� ������ "�� �#�$ ������R%��&� �

Ûa@Ñ“Ø@åÇ@‹–bäÇ@µmë�Ûa@}C , H , O , N , S{@{@{@{@@ @
 

���
���?� �� ������ ���� �1�2 7�
�
 �4�G�
 �2�� ����'� ��
��, ='��Albumin 
���H� I������ G"C�
 ��A��� �'�� 9/ :

)1(>���"�� J�A�� ��� �:�
 .
"�)Litmus paper (K�� � �
6�� &�L >����� �66���� ��? 
���
� � ��	 ��"� &6�)NH3(���
��1��
 ���
������ 
�
 &6� .� ���)H,N(.

)2(��"� &6� ��? ����'?� ��
��, ���� &6� >���� �� ����: >
A� >�����)H2O(;,
�����
 �
 ���
��1�� 
�
 &6� .�)H,O(.

)3(���
��?� �� ��$����� >���� 9"4�Albumin 
 &6� ��? �
������ 
�)C.(
)4(��? �1��� �"��� �
1G ���
��1�� ������ ��	 ��"� &6�)H2S(
��
 &6� .�

 ���
��1��
 �������)H,S .( 

'�(�� ���� �)
� 
Litmus paper
Test tube 

Albumin  
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òîäîßþa@�b¼þaë@pbäîmë�ÜÛ@òîãìÜÛa@pbÏì“ØÛa@

IIII1@H@H@H@H@oíŠìíbi@Ñ“×Biuret test @ @
 �����
���� �� 9�� +A� 
�
�$2)��� ��/�, &�6� ;
��"� ���� �������� ;,

 �������� �����B (���%� ������ � !��" � 7��� ��2 �=� M������ %�� ���
, �� �/��2
 ����� �����)-ve (���
��� 7� .

N=�� .���4�� @�" �����
���� �� ���
6�� ��2
A��� 9�, �� ���%� ���
��� +A�
 ��������)/�, 
, �����B &6� ��
�"�������� %�� �� �(�
�� ��%�
 ���
��� +A�� 7�

;�
 
, ���4�� .

*�
���� "(� *�����) :J�"��� �������CuSO4+9
�
��� ���
���NaOH(

w.H
�*�
���� "(�  � ����� ����� �+,� ��
���� -.� ������
� 
�/ *���0��� �,� 1��� 

*2��,���� 1����3 4�00,� ����� 
�5$.

�"(��� $�� 
J�"��� ������� 7� �����
���� .��4��CuSO4�
6�� ���4�� $%� �
��� ����$�� 

��
: ���: 
�
�NaOH .

+

C
NH

O

CHR
CO
NH
CHR

CuSO4 + NaOH
C NH:

O

HN
C NH:

O

C:HN
O

NH
C:HN

O

Cu

10% 0.5% 

Sodium 
hydroxide 

Cupper  
sulfate  

Protein  

Cupper Coordination  Complex 
(Violet or Pink color) 
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�6�7� :
J�"��� ������� �� ������ #����CuSO4K�� � �
�6�� ��%� ������ N=� �  

D���"��� ���
��� �
�� �� I�����Cu(OH)2� ;=��
 �������
 ���4���� �
6�� 7� .'��
����' ������� ���%� .

CuSO4 + 2NaOH                     Na2SO4 + Cu(OH)2

-�,�� �9�
+ :
)a.a ��%� amino acid�����, !��", (

P���� 9�� ���" �2 F�  ���: .� �2��L �� ������� D��"���
 P��� ������ 7�
�� 9����� +
�#���� -����",
 K�� � �
6 .

���C���� ���� ���4�� �
� ��%� �����
���� 7���Gelatin ����4�� �
� ��%� 
��/� �������� ���
 � � �  K����-�� .K�A� ���
�� F�  ;�
 �
� ��%� �
�����


 ��%� �=L �A������ �2 �
�
��� �������� ���
 � � &6� �
6���
 .

(1)  1 ml of protein (+ve)  // any a.a (-ve) 
(2)  1 ml of (10 %) NaOH 
(3)  Mix well  
(4)  drop by drop of CuSO4 (0.5 %) 

"(��� �����

(+ve)
���#�� �9,� 

(-ve)
:
0$ ��� 
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IIII2@H@H@H@H@Ñ“×åíŠ‡íbèääÛa@Ninhydrine test @ @
 9�� +A� 
�
 7���� �����
���� ���
��� +A��� ����� ��%� =L ����� � !��" �


 �4�� ��
��� 
�
 &6�5���,α-NH2.������
����
 ������ � !��" � 7��� ��2 �=1�
 �����1���� 7� ���
� ����� ��%�)�
����
���(���� M���� ���
�� ���
��1��
 ���
=L

 ����� ����� ��%�(–ve) .Q�=��� 

"(��� $���:
������ ���� � !��"�� ���, &6� .�%� -�� ��
: ���R� ��� �����1���� ���%�

CO2
NH3��1���
 .����� ����� 
� .��'��� �����1����
)hydrine dantine (%�
 ���� ���
� � 7� .��4�� D�= ��� +A��� ;���
 ���4�� 
, �
6�� K��, -�$%� -��
�� ���"

)pH=4-8 .( 

pH = 4-8R CH
NH2

COOH+
C

C
C

O

O
OH

OH

C
C

C

O

O

OH

hydrine dantine

+ + NH3R C
O

H

aldehyde amonia

amino acid
Ninhydrine

CO2+
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-�,�� �9�
+ :='�� -?
,�4�G� ����'� ��
��,������� ��
�'�� ;��� 9/ :

�6�7� :
�9'�� �$����� N=� ��$�6�"��� �2 ���� � !��"�� ������ �����.
6 .

-3H2O+
C

C
C

O

O
OH

OH C
C

C

O

O

HO

hydrine dantineamoniaNinhydrine

H
NH

H
+

C
CH

C

O

O

C
C

C

O

O

N

Violet Complexe

∴������
���� 7����� 9�� �����1���� +A� 
 � !����" �
 ���
������ ������ �������

 ����� ����� ��%� ���
�� ���
��1��
)-ve(

(1)  1 ml of protein or any a.a (+ve) // proline or hydroxyl proline (-ve) 
(2)  5 drops of (2 %) Ninhydrine 
(3)  Mix well  
(4)  Boiling for (5 min)  

������� 6�7� 

(+ve)
���#�� �9,� 

(-ve)

#�$ ��� 
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IIII3@H@H@H@H@Ñ“×Þì×@åØiìç@Hopkin Cole test @ @@ @@ @@ @
@@@@@@@;b›íc@óÇ‡íë@Glyoxylic acid Reaction 

"(��� $���:
+A� 
�
)S�' (��2
�������Tryptophan ���2
������ &6� ;
�"�� ���
����


 !��" 
�
� D�6��
�C��� !��" 7� .��4�� ��2
������ �2 �
�
��� .
� � ��
��� � 
����� ������ D���)H2SO4(����" ��2 >��4� �$6" 
, �����
���� �2 ����
��� �$6" I���� 

N"
� ��2
������ .

-�,�� �9�
+:

�6�7� :
5������ D�������� !��" +���)H2SO4(!��<� �����'?� ��
��, #��
� &6�

���$�� ��
�� .
5�'?� ��
��, !�%� �$6"�� �
1G 9� ������"6� ��� .
w.H

�5��� ����� ����� �+,� ���7����)-ve (-�� �����  � �

+

Tryptophan

NH

CH2 CH
NH2

CO2H

Glyoxylic acid H2SO4
Conc.

Purple Ring / or Yellow

(Indol ring)
NH

%�
#� �$ ������
� �9&�

(1)  1 ml of Try. Or Alb. Peptone (+ve) // Gel. (-ve) 
(2)  1 ml of glacial acetic acid )��6/�� D�6'�� !��" (
(3)  Mix well  
(4)  drop by drop H2SO4 (conc.) ≈ 1 ml 
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IIII4@H@H@H@H@Ñ“×Ùmë‹iìrãa%Ûa@Xanthoproteic test @ @@ @@ @@ @
 

+A��� �=� ��%� ������� �$6" 
�
 &6�)Benzene ring (�=�� .C' �� ����

 +A��� �����
� � ����� � !��" � ��� �������)+ve (���� � !��" �
 ����4��?� �)-ve .( 

"(��� $��� :
������ D������ !��" .��4�� +A��� 9��)HNO3 conc. (7������ � !���"��

 ������ ��6�� @"� =L M���$����� �
6�� &�L .
"�� �4�, �
� ��%��)Nitration (���

 
���� ��
��� .�'L ��6�� �� �����)NO2(��
�
 �4� � �
6�� �
��� #����� &�L 


���$����� �
6�� &�L .
"�� ���
� � .

@ @
@ @

òîmbßëŠþa@òîäîßþa@+b¼þa@åß@áAÓ@ @

+CH2 CH
NH2

CO2HHO HNO3 CH2 CH
NH2

CO2HHO

NO2

NO2

Tryptophan

CH2 CH
NH2

CO2H

CH2 CH
NH2

CO2H

CH2 CH
NH2

CO2HHO

N

Tyrosine

Phenyl alanine
���2� -���

����
���

������
�



College of Environmental 
Dept. of Environmental Sciences                                                                           Biochemistry Experimental 

21

-�,�� �9�
+ :

IIII5@H@H@H@H@Ñ“×æìÜîß@Millon's test @ @@ @@ @@ @
 ����
������ ����� � !��"�� S�'A�� ����'?� �=� .�%���)Tyrosine (
��
 

��� ���
����� .
���4�� ���
��� &�6� �1��
�"�� ����� ���� ����� � !��" � �� E
�
)Benzene ring + OH (����� �$6" ;, +���", �
� ��%� @�" M.���
��� ��
���

 ����� D������ !��" �2 ���=��� D�$����� ����� 7� F6��4�)Hg(NO3)2 in HNO3(

��&�� "(�� *����� :�� �
���)HNO3
Hg(

(1)  1 ml of HNO3 (conc.) 
(2)  1 ml Cystein (Aliphatic)  

(1)  1 ml of HNO3 (conc.) 
(2)  1 ml Tryptophan (Aromatic)  

Heated for (3-5) min

+ve (Try.) 

#�$ ��� 

-ve (Cys.) 
��&�� 
��=� ��� 

CH2 CH
NH2

CO2HHO HNO3

Tyrosine

Millon reagent Nitrated benzene
Pale Yellow colour

Heated with
Hg in Millon

Mercury salt of Nitrated benzene
��&�� 
��$ �9,�
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-�,�� �9�
+:
)1(+���)1 ml (�4�G� ����'� ��
��, �2 ���
�� � 
, ���� � !��"�� �� .
)2(+���)5(�
6�� +A�� �� ����:)Millon reagent .( 
)3(-��� .
6"��� P��.
)4(��� I����� �'��)5(��", #��� I���� ���� 9��" �2 K��: .

�6�7� :
1(
�� �����
���� ������ �2 ���
������ 
�
 &6� .� D�=2 ��", #��� �.
2(����� � !���"�� 
��
 &�6� .� D�=2 #��� J��
 ��", .
6"� �
�� ��

)���
������ (N"
�.

w.H
���2� -��� ������ ������ �+,� -� )phenyl alanin (���� "(�)+ve(�5���� �

(1)  1 ml of Albumin or any amino acid 
(2)  5 drops of Millon reagent. 
(3)  Mix well  
(4)  Boiling for (5) min. in bath water. 

������� 6�7� 

(+ve)

��$ ���
 

(-ve)

��$ -�&�� �$ ���
 ����� ��� 
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IIII6@H@H@H@H@Ñ“×ïuì×b×bF@Sakaguchi's test @ @@ @@ @@ @
 +A� 
�
)S�' (����� � ���� � !��"�� ��)Arginine (&6� ;
�"� ;=��


 7�� F6��4� �� ��", �
� +A��� �=� ��%� @�" ����
���α5���R� .����
 .
�/4�
)Br2/H2O.(

�������� "(�� *����� :�� �
���α-naphthol 
NaOH 
Br2/H2O

�6�7� :
���� +��� ?����' ����� &�L ;R� �
6�� �2 .'�� .�"� ? ��� 9
���� >�� �� .

w.H
*�����
���  ���� "(��� �5� ��>��� -� .�5���� �

-�,�� �9�
+ :
1(='��)1 ml (�4�G� ����'� ��
��, �2 ���� � !��"�� �� .
2(+���)8(9
�
��� ���
��� �� ����:.
3(+��� D�= %�)3-5 (�� ����:α-naphthol-��� .
6"��� P�� ��%�
 .
4(K����� ��" � �
6�� �
1G ��"� 9
���� >�� �� ���: ���: +��� .

+ NaOHH2N C
NH

NH (CH2)3 CH
NH2

COOH Br2 / H2O+ :�
� 
��$ ��� 
)%�?�(

H2N C
NH

NH
guanidine group

(1)  1 ml of any amino acid 
(2)  8 drops of NaOH. 
(3)  3-5 drops of  α-naphthol 
(4)  Mix well  
(5)  drop by drop from Br2/H2O (Bromin water). 
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IIII7@H@H@H@H@Ñ“×@µnAAÛaMåíbnAAÛa@@Cysteine - Cystine test @ @@ @@ @@ @
@ @@ @@ @@ @

 �L����� � !��" � .
��/�� ��
��� &6� ;
�"� ����Thiol)SH(����� ��%� 
���� ./� +A��� �=� 7� ���
� ���)Cystein(.

#�
� +A� �������� ��%� ���)+ve (F��� ?L .
��/�� ��
��� &6� F��
�"� 9� 9	����
 ��
1�� D�4�� ���� �������� ����/ ���B &6� ;
�"� �� ��'����.
��/�� 7����� I���� .

-�,�� $���:

"�� +
� ;
�%�� >���� �2 
�
��� ������� ��'�����
 ;
��C�� >���� &�L .

9
�
��� ���
��� 7�)40 % NaOH (
� � #����� �
��� S����� �C' �2��L

���
1$�� 
, .

;
�"�]���
�� �–�%A�� –�2�G � –+
��� –#A'�� [��� ����� ����� &6�
 ���
� ����� ��%� D�=� ��������
 �������)+ve (�
6�� �A ��%�
)
�#����� �(&�6�

��'����� ���%�� �2 ���� � !��"�� ����
 ���
� .

Cystein
HS CH2 CH

NH2

COOH

S CH2 CH
NH2

COOHSH2CHC
NH2

HOOC

CysteineDisulphide bridge
����
���� ����. 
�� 

�����

������

Cystine---SH

Brown or black precipitate

+ 40%  NaOH Na2S

+

Pb(CH3COO)2

PbS(CH3COO)2

+
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-�,�� �9�
+:
1(='��)1 ml (�2�G � 
, �%A�� 
, ������� �� .
2(+���)5(9
�
��� ���
��� �� ����:40 % NaOH .
3(��� I����� �'��)10(��� 9/ K��: .
4(+���)1ml (� �'�� 9/ S����� �C' �� ��� .
6"��)5(#���� �
��� =L K��:

�
6�� ��� 
, 
�, .

w.H
����� ����� �����.��� �+,� -� )+ve (������� "(�  ��������� .�5���� �

(1)  1 ml of Cysteine , Cystine , fingernail or Hair   
(2)  5 drops of 40% NaOH. 
(3)  Heating the mix. (10) min. & cooling. 
(4)  1 ml Pb(CH3COO)2 & heating for (5) min.  
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